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38 株、直接分離法で 7 株の菌株を得た。分離株の 16S-23S rRNA 間 ITS 領域配列による系統解析から、根粒
菌(B. jaoponicum, B. diazoefficiens)と土壌低栄養光合成細菌 (B. oligotrophicum S58 等)に加えて、日本で分離例
のない B. ottawaense に近縁な株が見出された。 
分離株の根粒形成能および自由生活条件における窒素固定活性より、根粒菌型・自由生活窒素固定
型・非窒素固定型の３タイプに分けられた。したがって圃場で栽培された単一系統のソルガム根には様々な




第二章 ソルガム根由来 Bradyrhizobium属細菌のゲノム解析                                                
第一章で分離した Bradyrhizobium 属細菌 16 株のゲノムを決定し、機能遺伝子保存性の比較を行っ
た。その結果、脱窒過程と VI 型タンパク質分泌系の遺伝子群の有無または構成の多様性が見出された。脱
窒は（NO3-→NO2-→NO→N2O→N2）の 4 段階で硝酸を窒素まで還元する嫌気呼吸である。B. japonicum は
N2O までのみ還元する一方、B. diazoefficiens は N2O を N2に還元する N2O 還元酵素(nosZ)を保有しているこ
とが報告されていた。ソルガム根由来の分離株 B. ottawaense は、B. diazoefficiens と同様に N2O を N2 まで還







第三章 B. ottawaense の土壌-植物系における動態 
B. ottawaense はカナダで分離された根粒菌であり、ソルガム根由来の B. ottawaense SG09 も根粒形成
遺伝子群を持つ。しかし、日本の土壌から B. ottawaense 根粒菌が単離された報告はなかった。そこで、なぜ
ソルガム根から B. ottawaense が分離されたのか興味が持たれた。第三章では B. ottawaense のダイズ根粒形
成能およびソルガム根での優占度を含め、土壌-植物系における動態を解析した。 
福島県二本松市圃場および宮城県大崎市圃場（東北大鹿島台圃場）の土壌でダイズおよびソルガムを
栽培し、ダイズ根粒、ソルガム根および供試土壌から抽出した DNA を用いて、Bradyrhizobium 属細菌の種
組成を非培養法で調査した。その結果、B. ottawaense は両土壌で 3.7〜6.8％相対存在比を示すが、ダイズ根
粒からはほとんど検出されなかった（Bradyrhizobium 属内の相対存在比 0.03%〜1.1%）。 一方、B. 
diazoefficiens は根粒で 57〜74%の高い相対存在比を示した。したがって、土壌に棲息する B. ottawaense のダ
イズへの根粒形成効率が低いことが示唆された。そこで競合的条件における B. ottawaense の根粒形成能を確
認する目的で、ソルガム由来の B. ottawaense SG09 株と B. diazoefficiens USDA110 株の混合菌体をダイズに
接種したところ、SG09 株は USDA110 株と同等の根粒形成能を示した。これは耕地土壌の非培養法解析の
結果と矛盾しており、B. ottawaense が自然環境でダイズに根粒を形成しない原因の解明が課題となった。 
 
第四章 ソルガムに内生する B. ottawaense の分離とゲノム解析 
自然界に棲息する B. ottawaense の根粒形成能を明らかにする目的で、ソルガム根から直接分離法で新
たに Bradyrhizobium 属細菌を多数分離し、その中から B. ottawaense を選択して共生アイランドの有無を調査




第五章 B. ottawaense の N２O還元活性とその制御機構 
N2O は地球温暖化効果ガスであり、CO2 の約 300 倍の温暖化係数をもつ。人為的な排出源は主に農業
であることから、地球温暖化を防止するためには農地からの N2O 削減が重要である。一方、N2O は土壌中
の硝化と脱窒反応の中間産物として発生し、一部の細菌は N2O を N2に還元する機能をもつ。B. 
diazoefficiens USDA110 株も N2O 還元能を示し、USDA110 株 nasS 変異株では nos オペロンの転写が促進さ
れ、nasS 変異株をダイズに接種すると根圏の N2O 発生が抑えらる。本研究では B. ottawaense SG09 において
も N2O 還元遺伝子が発見されたため、活性の強度を測定した。 
N2O を唯一の電子受容体とする嫌気培養条件において SG09 株は USDA110 株に比べて約 5 倍高い
N2O 還元活性を示した。SG09 株の nos オペロン上流を解析すると、USDA110 株に存在し NasST 制御系が認
識すターミネーター構造が保存されていなかった。加えて、SG09 株の nasS 欠損変異体は、野生株に比べて
N2O 還元活性に有意な差は認めらなかった。したがって、B. ottawaense において NasST を介した nos オペロ
ンの発現制御が機能していないことが示唆された。以上から、B. ottawaense SG09 株は地球温暖化効果ガス
N2O の削減という目標に向けての応用効果が期待される菌株であると考えられる。 
 




おり、水平伝播などが起きている可能性が議論されている。さらに 4 段階の脱窒過程の遺伝子(nap, nir, nor, 
nos)のうち、最終反応を触媒する N2O 還元遺伝子(nos)は B. japonicum で欠き B. diazoefficiens で保有すること
から両者のゲノム比較が行われ、水平伝播の可能性が議論されてきた。本章では B. cosmicum における光合
成遺伝子群と nos 遺伝子群のゲノム比較を行った。 
S23321、58S1 両株に共通に存在する光合成遺伝子群の両端には tRNA とその直列部分反復配列が存在
しており、光合成遺伝子群はゲノミックアイランドとして水平伝播している可能性が示唆された。一方、
nos クラスターについては、nos を持たない S23321 株では、58S1 株の nos クラスターを含む 79 kb のゲノム
領域が欠損していた。このゲノム領域には N2O 還元酵素 nosZ への電子供与体であるシトクローム C が含ま














初めての単離例となる B. ottawaense 菌株が含まれており、根粒菌型と非窒素固定型が単離されたため、
それぞれの代表株のゲノム配列を決定するとともに、競合接種実験やメタゲノム解析により土壌-植物
系での動態を解析した。その結果、土壌や非マメ科植物に棲息する B. ottawaense のほとんどが共生アイ
ランドを持たないことを明らかにし、それがこれまで国内で単離されなかった原因であると考察した。
また、解読したゲノム配列から B. ottawaense 菌株が高い N2O 還元活性を持つことを予測し、これまで
の測定方法を改良した N2O を唯一の電子受容体とする嫌気培養条件での精密な測定を行うことにより、
単離した B. ottawaense 菌株が、これまで Bradyrhizobium 属細菌の中で高い活性を持つとされていた
USDA110 株に比べて約 5 倍高い活性を持つことを明らかにした。 
 以上、一連の研究により土壌や非マメ科植物における Bradyrhizobium 属細菌の多様性を解明し、土壌
-植物系での動態や生態系の窒素循環への貢献について新規知見をもたらした。特に、本研究で単離され
た B. ottawaense 菌株が非常に高い N2O 還元活性を持つことを明らかにしたことは、今後の応用展開に
つながる重要な成果であると言える。 
これらの研究成果は、博士論文提出者が自立して研究活動を行うのに必要な高度の研究能力と学識
を有することを示している。したがって、原沙和さん提出の論文は，博士（生命科学）の学位論文と
して合格と認める。 
